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5 Domaine technique 

La presente invention a pour objet un 
precede de realisation d'une matrice de sequences de 
molecules chimiques ou biologiques pour dispositif 
d' analyse chimique ou biologique. 

Les molecules chimiques ou biologiques 
peuvent etre en particulier des aminoacides ou des 
nucleotides,, les sequences ,etan i t ..al l ors , des peptides ou 

des oligonucleotides. 

Elle s' applique en particulier a la 
15 realisation d'une matrice de sondes 

oligonucleotidiques . 



Etat de la technique anterieure 

De nouveaux systemes ou dispositifs 
20 d' analyse chimique ou biologique sont utilises pour le 
sequengage et 1' etude de 1' expression des- genes. lis 
sont constitues d'un ensemble de sondes moleculaires 
(oligonucleotides) fixees sur la surface miniaturisee 
d'un substrat afin de realiser une biopuce ou puce a 
25 ADN. 

Au cours de 1' analyse d'un echantillon, les 
acides nucleiques cibles extraits sont marques et 
deposes sur la matrice de sondes. L' hybridation 



A 
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(appariement entre les brins complementaires cle la 
double helice d'ADN) entre les sondes et les cibles 
marquees permet de reperer et d' identifier les 
sequences de 1 ' echantillon d'ADN. 

De nombreux procedes de realisation ont ete 
decrits et developpes pour ameliorer la miniaturisation 
et la capacite de densite de sites d' analyse sur la 
puce . 

Differentes techniques de greffage et 
d' immobilisation des sondes (par liaison covalente ou 
electrostatique) sur differents substrats (silicium, 
verre, polymere, electrodes en or ...) ont fait l'objet 
de recherches et de developpements industriels. 
Les matrices de sondes sont alors realisees 

- soit par 1' immobilisation d' oligonucleotides 
presynthetises par greffage de ceux-ci sur un substrat 
f onctionnalise ou sur un polymere conducteur, 

- soit par synthese in situ des oligonucleotides 
sondes sur le substrat. 

Les procedes de synthese in situ utilises 
jusqu'a present font appel a deux modes d' adressage 
differents des sites, qui sont soit 1' adressage manuel 
par microrobot comme il est decrit dans 
US-A-5 474 796 [1], et 1' adressage photochimique comme 
il decrit dans WO-A-97/39 151 [2]. 

Dans le document US-A-5 474 796 [1], on 
forme tout d' abord sur le substrat des sites 
fonctionnalises en utilisant des photoresists ou des 
masques pour definir les differents sites du substrat, 
puis on forme les sequences d' oligonucleotides sur les 
sites fonctionnalises par injection des reactifs sur 
les sites voulus au moyen d'une pompe piezo-electrique . 
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Dans le document WO-A-97/39151 [2], on 
soumet tout d' abord le substrat a un traitement pour le 
munir de groupes fonctionnels proteges avec un groupe 
protecteur photolabile, puis on deprotege certains 
5 groupes fonctionnels du substrat par irradiation 
selective a travers un masque pour definir les sites et 
on fait reagir ensuite sur ces sites un nucleotide pour 
construire la sequence voulue. 

Dans les deux cas, la synthese in situ met 
10 en jeu les reactions classiques de couplage par 
1' intermediate 'des phosphoramidites, des phosphites ou 
des phosphonates, pour la condensation successive des 
nucleotides judicieusement proteges. Le cycle de 
synthese comprend les etapes de deprotection, couplage, 
15 blocage et oxydation, et permet de faire croitre 
1' oligonucleotide a partir de la surface de chaque 
site. 

Dans l'adressage photochimique, on realise 
les etapes de deprotection des nucleotides par la 

20 lumiere. L'adressage des sites se fait par une etape de 
lithographie (insolation au travers d'un masque). Le 
groupement protecteur photolabile est elimine par la 
lumiere, permettant ainsi de realiser le couplage 
ulterieur par trempage du substrat dans une solution 

25 d'un nucleotide active (par exemple d'un 
phosphoramidite), en presence d'un catalyseur, par 

exemple le tetrazole. 

Ce procede de synthese combinatoire dirige 
par la lumiere necessite la realisation d'un nombre de 
masques egal au nombre de nucleotides qui composent 
1< oligonucleotide et constitue une operation couteuse 
et fastidieuse. Si ce procede presente l'avantage de 
conduire a des puces de tres haute densite (resolution 



30 
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du procede de photolithographie) , le rendement des 
reactions photochimiques (elimination des groupements 
photolabiles) n' est par contre jamais de 100 %, et on 
ne peut etre sur de la purete de la sequence 
5 oligonucleotidique realisee sur la puce. 

Dans le cas du document US-A-5 474 796 [1]/ 
qui utilise la technique d' impression par jets (tetes 
piezo-electriques) pour distribuer sur les differents 
sites de la puce, les 4 nucleotides actives de base de 
10 l'ADN ainsi que les reactifs de couplage, la synthese 

2 

en phase solide sur des sites d'une centaine de pm , 
avec des quantites de reactifs de l'ordre du nanolitre, 
exige des conditions d' atmosphere controlee 
(sensibilite a l'humidite et 1'oxygene) difficiles a 

15 realiser dans 1 ' environnement d'un microdispenseur et 
de ses equipements associes. 

La presente invention a precisement pour 
objet un procede de realisation d'une matrice de 
sequences de molecules chimiques ou biologiques, par 

20 exemple d' oligonucleotide, qui permet de pallier les 
inconvenients des deux procedes decrits ci-dessus. 

Expose de 1' invention 

Le procede de 1' invention utilise un depot 
localise selectif d'un materiau protecteur sur des 

25 sites choisis. Le materiau protecteur est capable de 
proteger momentanement les sites choisis d'une reaction 
chimique conduisant au couplage avec la molecule de 
1' enchainement suivant . Cet adressage mecanique par 
microdeposition sur les sites choisis, remplace 

30 1' adressage photochimique ou electrique utilise dans 
les autres procedes de synthese combinatoire, par 
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la realisation de sondes 
exemple pour la 

d ' 0li90nUCU : e "r;—io n 1. precede de realisation 

d - un e matrice de sequences de ~ 
o fnrmees d' enchainements dirterent* 

5 rr;r M ,T ... ~ — . 

a) masquage de certains 
i«,r surface d'un materiau de protection, 
10 t L^on d-au moins une ruction clique 

10 - ■ wAt-np a ) pour coupler 

. i« sites non masques dans 1 etape aj P 

M1 ' eUmlnatton du materiau de p^on sur les 

1S sites masques dans l'*"* iQn sur d - autres 

d) d4p6 t d '-.- te ;^J e a ; nt . subl 1W b, et 
sites cnoisis pa™ les sites y ^ 
eventuellement une partie des sites q. 

dans 1' etape al , faction chimique 

, ,i.iisation d'au moins une reo<->- 
20 e) realisation „ afiriau d e protection 

i.. .sites non recouverts de materiau ae p 
: s "Ce «. Pour les coupier ^ - 
molecule cboisie parmi les -l.cul» £ *• ^ • - 
£) Elimination du materiau de protecti 
25 sites choisis dans 1' etape d), et e)eC £) 
„ realisation a nouveau des etapes d, , e, et £ 
pour obtenir les sequences d' enchainement voulu sur 

cnacun des di«*rents de tealisati o„ du 

Selon un mode particuiiex 
30 precede de invention, celui contend les etapes 

^T'ronctionnaUsation des sites du substrat par 
des troupes t onctionnels capables de former une liaison 
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covalente avec les molecules Ml, M2, . . . Mn, chaque 
groupe fonctionnel etant protege par un groupe 
protecteur labile en milieu acide ou basique ; ces 
groupements fonctionnels sont par exemple OH ou NH 2 ou 
5 peuvent etre remplaces par des polymeres portant des 
groupes OH ou NH2 

2) depot d'un materiau de protection sur au moins 
l'un des sites f onctionnalises du substrat ; 

3) elimination des groupes protecteurs des groupes 
10 fonctionnels suj: les sites du substrat non recouverts 

du materiau de protection ; 

4) couplage d' une premiere molecule Ml sur les 
groupes fonctionnels deproteges des sites non 
recouverts de materiau de protection, par immersion du 

15 substrat dans une solution de reactif approprie 
comprenant la molecule Ml qui comporte deux groupes 
fonctionnels reactif s dont l'un est protege par un 
groupe protecteur ; 

5) elimination du materiau de protection sur les 
20 sites recouverts de ce materiau ; 

6) depot de materiau de protection sur les sites 
comportant la molecule Ml ainsi qu' eventuellement sur 
d'autres sites du substrat non couples a la molecule 
Ml ; 

25 7) elimination des groupes protecteurs des groupes 

fonctionnels sur les sites du substrat non recouverts 
du materiau de protection ; 

8) couplage d'une molecule M2, ... ou Mn sur les 
groupes fonctionnels deproteges des sites non 

30 recouverts du materiau de protection, par immersion du 
substrat dans une solution de reactif approprie 
comprenant la molecule M2, . .. Mn qui comporte deux 
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groupes fonctionnels reactifs dont l'un est protege par 
un groupe proctecteur ; 

9) elimination du materiau de protection sur les 
sites recouverts de ce materiau ; et 
5 10) realisation a nouveau des etapes 6) a 9) au 

moins une fois pour coupler ensuite les groupes 
fonctionnels de chaque site, puis les groupes 
fonctionnels des molecules Ml, M2, . . . Mn couplees aux 
sites, avec des molecules Ml, M2, ... Mn et obtenir les 
10 sequences d' enchainement voulues sur les differents 
sites. 

Dans ce mode particulier de realisation, on utilise 
un substrat f onctionnalise dont les groupes 
fonctionnels sont proteges par un groupe protecteur 
15 labile. Ceci permet d'.ef fectuer .les etapes b) et e) du 
procede en faisant reagir les groupes fonctionnels, 
apres elimination des groupes protecteurs, avec une 
solution de reactifs permettant d' assurer le couplage 

des molecules Ml, M2, ... Mn. 

20 C es sites peuvent etre des parties definies 

sur un substrat plan ou des microcuvettes usinees 
directement sur le substrat ou definies par un relief, 
de preference en polymere, depose sur le substrat, ou 
encore ces sites peuvent etre des plots constitues d' un 

25 materiau (de preference un polymere) depose sur le 
substrat . 

Ce procede permet ainsi de realiser un 
dispositif d' analyse biologique a grande capacite, par 
synthese chimique in situ d'une matrice de sequences de 
30 molecules chimiques telles que des sondes 
d' oligonucleotides . 

De preference selon 1' invention, le procede 
comprend une etape complement a ire de blocage des 
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groupes fonctionnels qui n'auraient pas ete couples 
avec les molecules Ml, M2, ... Mn lors des etapes 
4) et 8), cette etape etant realisee apres les etapes 
4) et 8) et avant les etapes 5) et 9), et ce blocage 
5 etant effectue par mise en place d' un groupe bloquant 
non labile dans les conditions d' elimination des 
groupes protecteurs des sites f onctionnalises et des 
molecules Ml, M2, ... Mn. 

Dans le cas ou les molecules Ml, M2, ... Mn 

10 sont des nucleotides du type phosphoramidite , les 
etapes de couplages 4) et 8) sont generalement suivies 
par une etape d'oxydation pour oxyder le phosphore 
trivalent en phosphore pentavalent plus stable. 

Dans le precede de 1' invention, les etapes 

15 de deprotection, de couplage, d' elimination du materiau 
de protection et eventuellement d'oxydation, sont 
realisees par trempage du substrat dans les bains de 
reactifs appropries. Seule 1' etape d'adressage des 
sites, qui correspond a une protection selective des 

20 sites choisis par le materiau de protection est 
effectuee a 1'aide de techniques de microdeposition . 
Elle peut etre effectuee par micropipetage avec des 
microrobots ou par des methodes d' impression par jets. 

Avantageusement, le materiau de protection 

25 est depose sur les sites voulus a l'etat liquide par 
adressage mecanique au moyen d' un microdispenseur de 
type par exemple robot de micropipetage ou d' impression 
par jets. 

Ce materiau peut etre en solution dans un 
30 solvant et, dans ce cas, on elimine ensuite le solvant 
par chauffage du substrat a une temperature de 50 a 
100°C, avant d'effectuer 1' etape b) ou e) ou 1' etape 3) 
ou 7 ) . 
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Selon 1' invention, les molecules Ml, 
M2, ... Mn peuvent etre de differents types. A titre 
d'exemple, il peut s'agir d' acides amines naturels ou 
synthetiques L- ou D-, de nucleotides (ARN ou ADN) , de 
5 pentose ou d'hexose. Dans le cas des acides amines le 
nombre de molecules Ml, M2, . . . Mn peut etre important. 
Dans le cas des nucleotides, le nombre de molecules est 
plus limite puisqu'il inclut A, T (ou U) , G et C. 

Dans ce cas, les nucleotides peuvent etre 

10 sous forme de phosphoramidites , de phosphotriesters ou 
de H-phosphonates selon le type de synthese 
nucleotidique mise en oeuvre. Ces molecules comportent 
deux fohctions reactives (hydroxyle et fonction avec 
phosphore) dont l'une, la fonction hydroxyle, est 

15 protegee par un groupe protecteur, de preference 
identique au groupe protecteur des sites 

f onctionnalises . 

Dans le procede de 1' invention, le choix du 
materiau de protection est tres important car celui-ci 
20 doit presenter un certain nombre de proprietes. En 
effet, ce materiau doit etre inerte lors des etapes 
d' elimination des groupes protecteurs, d' elimination 
des groupes f onctionnels, et de couplage des molecules 
Ml, M2, ... Mn sur le substrat. Ainsi, il ne doit pas 
25 etre soluble dans les differents solvants utilises lors 
de ces etapes du procede de 1' invention. Ces solvants 
sont par exemple le chlorure de methylene, 
l'acetonitrile et le tetrahydrof uranne . Par ailleurs, 
il ne doit pas reagir avec les reactifs utilises tels 
30 que l'acide trichloroacetique , la dimethyl 

aminopyridine DM PA etc. De plus, la permeabilite du 
materiau a ces solvants doit etre nulle. 
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Ainsi, il est preferable que le materiau de 
protection ne comporte pas de fonctions avec des 
hydrogenes libres du type OH, NH 2 ou COOH qui seraient 
capables de se coupler avec les molecules Ml, 
5 M2, ... Mn, par exemple les nucleotides, au cours de 
1'etape de couplage pour eviter de consommer 
inutilement des reactifs qui seront elimines avec le 
materiau de protection lors des etapes 5) et 9) . 

II doit pouvoir etre elimine par un solvant 
10 inerte vis-a-vis des nucleotides et il doit de plus 
presenter des proprietes physico-chimiques telles 
qu'une viscosite et une tension superf icielle, 
permettant son depot sur le site par un procede par 
jets . 

15 Differents materiaux peuvent etre utilises 

pour obtenir cette protection en etant deposes par la 
technique de 1' impression par jets. On connait par 
exemple des polymeres comme le polyvinylcarbazole, le 
polycarbonate et les polyvinylalcools comme le PVA, des 

20 colorants, des laques ou encres d' argent ou de carbone, 
des enzymes, des reactifs et des materiaux biomedicaux, 
du glucose, des macromolecules biologiques, des 
proteines etc., et des liquides pour la soudure et le 
scellement tels que des colles, des resines et des 

25 vernis. On peut encore utiliser des cires, des 
paraf fines ou d'autres polymeres. 

Lorsque les groupes protecteurs sont 
constitues par des groupements trityle, on utilise 
generalement pour leur elimination en milieu acide un 

30 solvant tel que le dichloromethane. De ce fait, les 
polyvinylcarbazoles et les polycarbonates ne peuvent 
etre utilises car ils sont solubles dans le 
dichloromethane. En revanche, si 1'on utilisait 
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d' autres solvants que le dichlorometane pour la 
detritylation, on pourrait employer ces polymeres a 
condition bien entendu qu'ils ne soient pas solubles 

dans ces autres solvants. 

Selon 1' invention, on utilise de preference 
un polymere comme materiau de protection et, parmi les 
polymeres, on prefere les polymeres de type polyimide 
tels que la resine XU218 de Ciba Geigy, la resine PIQ 
d' Hitachi et le polymere Ultradel 1414, 1608, 3112, 
4012 commercialise par Amocco et le PVA commercialise 

entre autres par Aldrich. 

Le precede de 1' invention presente de 
nombreux avantages par rapport aux precedes de l'art 
anterieur. 

En effet, par rapport au . precede de la 
reference- [2] qui utilise un adressage - photochimique 
pour la synthese in situ, il evite la necessite de 
realiser des photomasques, C est-a-dire des operations 
longues et couteuses, car il s' agtt de realiser un 
nombre de masques egal au nombre de molecules Ml, 
M 2 .. Mn qui constituent les sequences. De plus, dans 
le' cas de 1' adressage photochimique, la deprotection 
n'est pas totale et plus la sequence est longue, plus 
la probability d' obtenir la sequence voulue est faible. 
De ce fait, on constitue sur le substrat des sequences 

n'pst Das necessaire dans 
redondantes, ce qui n est pa& 

1' invention ou la deprotection est totale. 

Par rapport au precede de la reference [1] , 
le precede de 1' invention est plus facile a mettre en 
oeuvre car les reactions de couplage peuvent etre 
effectuees avec un exces de reactifs alors que, selon 
la reference [2], les reactions de ceuplages sent 
effectuees avec quelques nl de reactifs directement sur 



B 13196.3 MDT 




12 

le site a modifier dans des conditions particulieres, 
soit en atmosphere d' azote ou d' argon. 

Dans le procede de 1' invention, 
1' impression par jets du materiau de protection sur les 
5 sites voulus ne necessite pas de precautions 
particulieres, la seule condition etant que la 
gouttelette du materiau recouvre le site a proteger. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
10 description qui suit, donnee bien entendu a titre 
illustratif et non limitatif en reference aux dessins 
annexes . 

Breve description des dessins 

Les figures 1A a 1G illustrent les 
15 differentes etapes du procede de 1' invention pour la 
realisation d'une matrice de sondes d' oligonucleot ides . 

Expose detaille des modes de realisation 

- Pour mettre en oeuvre le procede de 
1' invention, on part d'un substrat comportant des sites 

20 qui sont f onct ionnalises par des groupes fonctionnels 
capables de former une liaison covalente avec les 
molecules Ml, M2, ... Mn de la sequence a realiser. 

Sur la figure 1A, on voit le substrat 1 
muni des sites 3 formes par des microcuvettes. Bien 

25 entendu ces sites pourraient etre constitues simplement 
par des zones planes ou des plots en relief. Le 
substrat peut etre un substrat de silicium ou de verre 
et les sites 3 sont f onctionnalises par des groupes 
fonctionnels hydrophiles 5 tels que des groupes 
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hy droxyles qui .ont proteges par des group.. 

protecteurs 7. Ces groupes protecteurs peuvent etre des 
croupes din,e*hoxytrityle, habituelle.ent utilises «« 

synthase oligonucleotidique. .,.,,„,« 
. Les sites d' analyses peuvent etre defims 

au prealable par lithographie et gravure chimique sur 
un substrat de silicium ou de verre. 

Lorsque le substrat est une plaquette en 
siliciun,, la fonctionnalisation des sites peut etre 
10 effectuee de la facon suivante. 

La surface de la plaquette en silicium est 
tout d'abord oxydee en SiO, par vole ther.io.ue, et 
ac ti„e par nettoyage oxydant e„ Si-OH. Bnsuite, on 
precede a une fonctionnalisation des .if. par 
, avec un agent. de silanisation 
i «s traitement avec Uli ^ 

fonctionnalise, par exercple un silane content un 
9r oupe,ent N (bis-hydroxymethyle) , protege par un groupe 

tel que le dimethoxytrityle. 

loc sites 3 du substrat sont 
Tous les sites « 

, ■ - o^r- ces qroupements hydroxyle 5 

20 fonctionnalises par ces gr y 

. . nar les groupes dimethoxytrityle DMT 

proteges par y 1 f 

protecteurs 7. Ve tape 2) de de P 6t d' un 

On realise ensuite 1 etape o f 

ma teriau de protection 9 sur au moins 1'un des sites 
matenau de P plaque tte, a 1'aide d'une 

fonctionnalises de ia px h 
miC ro P ipette 11 telle gu-un robot 

impression par Jets, co»e represents sur la figure 1A- 

Sur la figure IB, on a represente 1 etape 
3) suivante qui consiste a eli,iner les groupes 
30 protecteurs 7 des groupes fonctionnels 5 sur les sites 
3 de la Plaquette non recouverts du materiau de 
protection 9 . On obtient ainsi une plaquette dont les 
'it.. 3 non proteges par le -t»rl.» d. protection 9, 



25 
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comportent des groupes fonctionnels hydroxyle 
5 deproteges. Cette etape peut etre realisee en 
trempant la plaquette dans une solution acide, par 
exemple une solution d' acide trichloroacetique dans du 
5 dichloromethane CH 2 C1 2/ pour eliminer les groupes 
trityle de la f onctionnalisation de la surface des 
sites non proteges . 

Sur la figure 1C, on a represents 1' etape 
suivante 4) de couplage d' une molecule Ml par reaction 

10 avec les groupes fonctionnels hydroxyle 5 sur les sites 
3 non proteges par le materiau de protection 9. Dans le 
cas ou l'on veut realiser une matrice de sonde 
oligonucleotidiques, les molecules Ml sont constitues 
par des nucleotides tels que des phosphoramidites , des 

15 phosphonates ou des phosphites selon le mode de 
synthese utilise pour la fabrication de la sonde. Dans 
cette etape, on realise le couplage du premier 
nucleotide Ml (phosphoramidite) avec les groupes 
hydroxyle 5 en immergeant la plaquette dans une 

20 solution du nucleotide Ml active dans 1' acetonitrile en 
presence de tetrazole. On obtient ainsi la structure 
representee sur la figure 1C. 

Sur la figure ID, on a represents 1' etape 
suivante, selon laquelle on bloque les groupes 

25 hydroxyle libres restants qui n'auraient pas reagi avec 
la molecule Ml, afin qu'ils ne puissent reagir ensuite 
avec les autres nucleotides utilises pour les 
differents couplages successifs. Cette reaction peut 
etre effectuee par mise en place d'un groupe bloquant 

30 11, par exemple par trempage de la plaquette dans une 
solution de dimethylaminopyridine DMAP dans du 
tetrahydrof uranne THF. 
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15 

le cas de la fabrication d'une 
sequence oUgomicleotidique par la methode utilisant 



25 



30 



des phosphoramidites, on precede ensuite 
oxydation du phosphore trivalent introduit lors du 
couplage de 1' etape precedente (figure 1C) , en 
phosphore pentavalent plus stable. Ceci P eut etre 
realise par trempage de la plaquette dans une solutxon 
oxydante d' iode dans un melange d'eau, de pyridine et 
de tetrahydrofuranne THF. 

Apres cette etape d' oxydation, on realise 
l'etape suivante 5) d' elimination du materiau de 
protection 9 sur les sites non modifies. On obtient 
ainsi la structure representee sur la figure IE. Cette 
elimination du materiau protecteur 9 peut etre realisee 
par dissolution dans un solvant approprie en trempant 

la plaquette dans -ce solvant. 

Ainsi, mis a part l'etape- de depot du 
ma teriau de protection, les etapes du precede de 
1' invention sont realisees par trempage de la plaquette 
dans les reactifs et solvants appropries, sum de 
rincages dans differents solvants, si necessaire. Ces 
operations peuvent se faire dans des recipients avec 
atmosphere controlee. De plus, les reactifs utilises 
sont en grand exces par rapport aux molecules sur le 
substrat solide, ce qui presente 1'avantage d'obtenir 
des reactions avec un taux de conversion pratiquement 
de 100 %, ce qui n' etait pas le cas avec le precede de 
la reference [1] ou les reactions sont effectives par 
micropipetage des reactifs sur les sites chorsxs. 

Apres cette premiere etape de modification 
des sites choisis par le nucleotide Ml, on peut 
modifier d' autres sites avec une molecule M2, ... ou 
Mn . Dans ce cas, on precede tout d' abord a une 
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protection des sites deja modifies par le materiau de 
protection 9. On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure IF. Bien evidemment , d'autres sites du 
substrat peuvent etre egalement recouverts du materiau 
5 de protection 9 meme s'ils n'ont pas ete modifies dans 
les etapes precedentes par la molecule Ml. Apres cette 
operation, on elimine alors les groupes protecteurs 
7 des groupes fonctionnels hydrophiles 5 des sites non 
recouverts du materiau de protection 9, puis on couple 

10 sur ces groupes fonctionnels 5 un autre nucleotide M2 
en operant de la meme fagon que precedemment (figures 
IB et l.C) • La figure 1G illustre la structure obtenue 
Apres cette operation, on peut proceder au blocage des 
groupes hydroxyle n'ayant pas reagi, puis a une 

15 oxydation du phosphore trivalent en phosphore 
pentavalent, et a 1' elimination du materiau protecteur 
9 sur les sites non modifies par la molecules M2 . 

On realise ensuite de nouveau ces 
differentes operations sur les sites choisis pour 

20 obtenir l'enchainement voulu de molecule Ml, 
M2, ... Mn, soit des oligonucleotides d'enchainements 
differents sur des sites differents du substrat 1. 

A titre d'exemple, on a realise une matrice 
de sondes oligonucloeotidiques sur un substrat en 

25 silicium comportant des microcuvettes de 

100 x 100 x 30 pm gravees dans le silicium. La 
f onctionnalisation des microcuvettes a ete effectuee 
avec un agent de silanisation constitue par du N-N(bis- 
hydroxyethyl aminopropyltrimethoxy silane) dont les 

30 groupements OH sont proteges par tout groupement labile 
en milieu acide, par exemple par un groupe 
dimethoxytrityle DMT ou monomethoxytrityle MMT. 
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Le materiau de protection utilise etait un 
polymere de type polyimide tel que la resine XU218 de 
Ciba Geigy. H a ete depose sur les sites choisis par 
microdispenseur a tete d' impression piezo-electrique . 
5 Ce polymere est soluble dans l'anisole et environ 1 nl 
de la solution de ce polymere dans l'anisole est depose 
par jets dans les microcuvettes que l'on veut 
selectivement proteger. On realise ensuite un post- 
recuit a 100°C d'une duree de 1 minute, sur une plaque 
10 chaude pour eliminer le solvant. Ensuite, on immerge la 
plaquette de 'silicium dans une solution d' acide 
trichloroacetique dans CH 2 C1 2 pour eliminer les 
groupements trityle de la surface et permettre le 
couplage ulterieur des groupes hydroxyles avec un 
15 premier nucleotide, puis on effectue un rincage dans 
CH 2 C1 2 et CH 3 CN. Apres cette operation, on couple le 
premier nucleotide par trempage dans un bain comprenant 
le nucleotide portant une fonction phosphoramidite en 
3' et une fonction OH protegee par le groupe 
20 dimetoxytritile en 5', un solvant constitue par de 
1' acetonitrile sec, et du tetrazole, et on immerge la 
plaquette pendant 5 minutes dans la solution, puis on 
la rince a 1' acetonitrile . Le blocage des groupes 
hydroxyle n'ayant par reagi est effectue au moyen d'une 
25 solution de dimethyaminopiridyne DMAP dans du THF et de 
la lutidine (6 : 90 : 10) pendant 2 minutes. On immerge 
ensuite la plaquette dans le bain d'oxydation constitue 
par une solution d' iode dans du THF, puis on rince dans 
du dichloromethane et de 1' acetonitrile . On elimine 
30 ensuite le polymere de protection par dissolution dans 
l'anisole, puis. on seche. 

On precede alors au depot selectif de 
polyimide dans les microcuvettes choisies a l'aide du 
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micro dispenseur de nanogouttes, et on recommence un 
cycle de couplage avec un second nucleotide et ainsi de 
suite jusqu'a l'obtention des sondes voulues sur les 
sites voulus du substrat. 

5 
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REVENDICATIONS 

1 Precede da realisation d'une matrice de 
fences de molecules cM«i,»e S ou bioloqiques forces 
5 d' engagements different* de molecules Mi, M2 H». 
sur different* sites d' un substrat, covenant les 
stapes suivantes : ^ 

a) masquage de certains 
sur leur surface d'un materiau de protection, 

b, realisation d' au moins une reaction cheque 
sur les sites non masques dans 1'etape a, pour coup er 
; v Ic au moins une molecule cnoisie parmi les molecules 

Ml M2, . . . et Mn, 

. j . af6rl an de protection sur les 

c) elimination du materiau ae pi 

15 sites masques dans 1'etape a), 

d) de P 6t d'un materiau de protection sur d autre* 
sites cnoisis parmi les sites ayant subi 1'etape b> et 
Tentuenement une partie des - sites qui cnt ete masques 

20 dans e r 4 ::in:-ion d . a u ^ une ^ — 

sur lis sites non recouverts de materiau de protects 
s i', tape d,, pour les coupler .«c .- ~- - 
— -isie parmi U. - ol^ ^ - - ^ 
f) elimination du materiau ae f 
25 sites choisis dans 1'etape d) , et 

g, realisation a nouveau des etapes d) , e) et f) 
pour obtenir les sequences d< enchalnement voulu sur 

chacun des differents sites. 

2 . precede selon la revendication 1, qui 



30 comprend les etapes suivantes : 

1) fonctionnalisation des sites au 

-1* raoables de former une liaison 
des groupes fonctionnels capable. 

covalente avec les molecules Ml, M2, . . • 
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groupe fonctionnel etant protege par un groupe 

protecteur labile en milieu acide ou basique ; 

2) depot d'un materiau de protection sur au moins 

1'un des sites f onctionnalises du substrat ; 
5 3) elimination des groupes protecteurs des groupes 

fonctionnels sur les sites du substrat non recouverts 

du materiau de protection ; 

4) couplage d'une premiere molecule Ml sur les 

groupes fonctionnels deproteges des sites non 
10 recouverts de materiau de protection, par immersion du 

substrat dans une solution de reactif approprie 

comprenant la molecules Ml qui comporte deux groupes 

fonctionnels reactif s dont l'un est protege par un 

groupe protecteur ; 
15 5) elimination du materiau de protection sur les 

sites recouverts de ce materiau ; 

6) depot de materiau de protection sur les sites 
comportant la molecule Ml ainsi qu' eventuellement sur 
d' autres sites du substrat non couples a la molecule 

2 0 Ml ; 

7) elimination des groupes protecteurs des groupes 
fonctionnels sur les sites du substrat non recouverts 
du materiau de protection ; 

8) couplage d'une molecule M2, ... ou Mn sur les 
25 groupes fonctionnels deproteges des sites non 

recouverts du materiau de protection, par immersion du 
substrat dans une solution de reactif approprie 
comprenant la molecule M2, ... ou Mn qui comporte deux 
groupes fonctionnels reactif s dont l'un est protege par 
30 un groupe protecteur ; 

9) elimination du materiau de protection sur les 
sites recouverts de ce materiau ; et 
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10 ) realisation a nouveau des etapes 6) a 9) •« 
fois Pour coupler ensuite lea groupes 
moins una fo^ P u P groupes 

fonctxonnels de cnaq Mnxoup iees aux 

fonctionnels des ^ culeS . ^ 

, sites, avec des .olecules Ml M2 . Hn • es 
sequences d' enchainement voulues sur 

Sit6S " „i n n la revendication 2, qui 
3 Procede selon ia 

j une 6t ape complementaire de blocage des 
comprend une etap anraie nt pas ete couples 

0 groupe s fonctionnels qu, n aura-nt p ^ ^ 

avec les molecules Ml, M2, ••• •» io 

si cette etape etant reaUsee apres les etapes 4) .t 

M1 ' 7' Procede selon 1'un. quelconque des 

. ' , a 3 dans lequel le materiau de 
revendications 1 a 3, 
20 protection est depose sur les sites 

liquide par adressage mecamque au moy 

microdispenseur. .„ rf j r . t ion 4, dans 

5 Procede selon la revendication 

lequ el le ^riau 4 ta„t en solution dan » -vant. 
» :\r^Z^VrIloVcavantd, ££ ectuer 

— " ~ -^Ji^Tw — des 

. ' i a 5 dans lequel les sequences ae 
revendications 1 a b, aai ^ 

30 m ol.ules sent -^^^ ~» 
leq uel les sequences de 

nucleotides et les groupes fonctionnels 
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sont des groupes hydroxyle ou NH 2 ou des polymeres 
portant ces groupes. 

8. Procede selon la revendication 7, dans 
lequel les groupes protecteurs sont des groupes 

5 dimethoxytrityle . 

9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 7 et 8, dans lequel la solution de 
reactif utilisee dans les etapes de couplage 4) et 8) 
comprend de 1' acetonitrile et du tetrazole. 

10 10. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 9, dans lequel le materiau de 
protection est choisi parmi les polymeres, les 
colorants, les laques ou encres d' argent ou de carbone, 
les enzymes, les reactifs et materiaux biomedicaux, le 

15 glucose, les macromolecules biologiques, les proteines, 
les liquides de soudure et de scellement, les cires et 
les paraf fines. 

11. Procede selon la revendication 10, dans 
lequel le materiau de protection est un polyimide ou un 

20 alcool polyvinylique . 

12. Procede selon la revendication 11, dans 
lequel on elimine le polyimide par dissolution dans 
1 ' anisole . 

13. Procede selon les revendications 3 et 
25 7, dans lequel on bloque les groupes hydroxyle non 

couples aux molecules Ml, M2, . . . Mn par reaction avec 
une solution de dimethylaminopyridine DMAP dans du 
tetrahydrof uranne et de la lutidine. 

30 
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d'autres solvants que 1. dichloro.etane pour la 
1 \ion on pourrait employer ces polymeres a 
detritylation, on P solubles dans 

condition bien entendu qu'ils ne soient p 

ces autres solvants. ' utilis e de preference un 

Selon 1' invention, on utilise v 

, 6riau de protection et, parmi les 

poi^-r. — . -° *^ de type polyimide tel5 

poly»eres on P^*" " * £ la t , sine „ 0 d . Hitachi 
que la resine X0218 de conm ercialise 
et le polvmere Oltradel 1414. 1608. ch . 
„ r „ le PVA comoercialise entre autres par 
, par **occo at le ^ ^ ptotectlon un 

pelade, on peut signer celui-cl par dissolute 

dans l'anisole. „ r & sen te de nombreux 

Le precede de 1' invention presence 

pour la synthese in .»t«. xl ««« ions 
• n«-r des photomasques, e'est-a-dire aes p 

M2, 1111 ^ UJ - , deorotection 

i= cas de l'adressage photoctamique , la depr 

rotale et plus la sequence est longue, plus 
T'llZ^: d-oltenir la sequence voulue est t a ib le. 
" I le £ att on constltue sur le su b strat des sequences 
redlantes. ce qui n'est pas n^cessa.re dans 

4- ^T, ie5 facile a mettre en 
^ T invention est plus racixe 
3 0 leproce^d - ^ peuvent , tre 

T/eltuees a vec un exces de reactifs alors que, selon 
effectuees reactio ns de couplages sont 

la reference [2], les r directeme nt sur 

effectuees avec quelques nl de reactifs 
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